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論　文　の　内　容　の　要　旨
　高等植物では，時に応じて細胞同士の接着性が変化することで，種々の形態形成現象および発生現象が制
御されている。これらの現象に関わる細胞壁の機能解明は，関連する遺伝子がハウスキーピングに働く遺伝
子であるため，これまでの遺伝学的・分子生物学的研究のモデル植物シロイヌナズナを用いた系では，突然
変異体が致死となり研究が困難であった。本研究は，新たな実験系として，Nicotiana plumbaginifolia の半
数体植物を材料に，器官分化能力を喪失し，かつ，細胞接着性が弱い突然変異体細胞株 nolac（non-organogenic 
callus with loosely attached cells）を作出する系を用い，この nolac の変異の原因遺伝子の同定を行い，その
構造や機能の解析から，器官分化能力や細胞接着に対する細胞壁の機能の解明を試みたものである。
　まず，筆者は，この系により新たに得られた 6 株の nolac から計 22 個の突然変異に関わる可能性を持つ
候補遺伝子の断片を獲得，部分配列を決定し，相同性検索および発現解析により原因遺伝子の候補の絞り込
みを行った。その結果，nolac -K4 株の変異の原因遺伝子の候補であり，細胞壁構成タンパク質であるエク
ステンシンに相同性の高い nolac -K4 -L-445 を特に有力な候補と考えるに至った。
　続いて，本遺伝子がタンパク質間相互作用に関わるとされる Leucine-rich repeat（LRR）領域と，細胞
壁成分と結合すると考えられる Extensin 領域をもつキメラタンパク質であることを示し，NpLRX1 と命
名した。NpLRX1 が nolac-K4 細胞株の変異の原因遺伝子であることを示す必要があったが，nolac-K4 細胞
株は大変弱いためすでに死滅しており，相補実験を行うことができなかった。そこで，RNAi により内生
の NpLRX1 の発現を抑制した形質転換体を作出し，nolac 細胞株と同様な表現型が得られるか試みた。N. 
plumbaginifolia の葉切片に NpLRX1-RNAi を導入した場合，35S : : GFP が導入された Control と異なり，
nolac 細胞株と同様な接着性の弱い白色の細胞塊のみが生じ，その後生育しなかった。次いで，よりマイ
ルドな形質が見られると想定された N. tabacum を材料としさらなる解析を行った。この場合も，NpLRX1-
RNAi が導入された場合のみ白色の不定芽が生じた。これらの不定芽の断面を観察したところ，表皮をはじ
めその他の組織でも細胞の形と配列が乱れており，細胞と細胞の間に大きな間隙が確認された。これは，細
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胞の形態異常に加え，細胞間の接着性が弱くなり正常な組織が作られなかったためと考えられた。さらに，
細胞形態の変化を詳細に解析するため，タバコ BY-2 培養細胞に対し NpLRX1-RNAi の形質転換を行った。
この場合にも細胞の一部の肥大・突出など明らかな形態異常が確認され，細胞骨格にも異常が観察された。
以上から，NpLRX1 は，細胞の形態や接着に関与する因子であり，nolac-K4 株の変異の原因遺伝子であった
可能性が高いことを示した。
　一方，NpLRX1 遺伝子は根・茎・葉など多くの栄養組織で強く発現しており，組織レベルでの発現の局在
性を調べたところ全体に発現がみられた。
　NpLRX1 は構造上の特徴から，LRR 領域を介して何らかの細胞膜タンパク質と結合して細胞膜－細胞壁
相互作用に関与していると考えられたので，NpLRX1 の LRR 領域のみを過剰発現させた形質転換体の作
出を試みた。この過剰発現体においても細胞の一部が肥大・突出する表現型が確認された。NpLRX の全
長や Extensin 領域のみの過剰発現では，特に野生株との違いは認められなかったことから，LRR 領域が
NpLRX の機能において重要な働きをしていることが考えられた。また，LRR 領域のみの過剰発現体では
野生株には見られない細胞骨格系の異常が観察された。これは，LRR 領域のみの過剰発現により，本来の
NpLRX の LRR 領域が結合する細胞膜タンパク質がカバーされ，本来の NpLRX の働きが粗害されたた
めと考えられた。以上から，細胞壁中の NpLRX と細胞膜の内側に存在する細胞骨格系の因子を仲介する
因子が細胞膜に存在することが予想された。
　以上，本研究では，遺伝学的・分子生物学的手法により，NpLRX1 が植物細胞の形作りに重要な機能を持
ち，この機能が損なわれることで細胞の形が乱れ，細胞接着性の異常が生じ，組織形成に変化が生じること
が示された。また，この機能は，細胞壁と細胞膜，細胞内の細胞骨格系との相互作用を介して行われること
が示唆された。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　細胞接着に関わる細胞壁の機能解明は非常に重要であるにもかかわらず，モデル植物シロイヌナズナを用
いた系では遺伝学的・分子生物学的研究が困難で，未だ知見が少ないのが現状であった。本研究は，材料の
半数体タバコの利点を生かして，T-DNA タギング法を用いた遺伝学的・分子生物学的手法により細胞接着
変異系統を作出し，その  つである nolac-K4 株からその変異の原因遺伝子である NpLRX1 を同定したもの
である。細胞接着変異系統ゆえに十分な解析を行う前に系統を失ったものの，材料を工夫して RNAi 法等に
より現象を再現し，細胞接着および細胞形態の形成に関わる遺伝子の解析を行った点が高く評価できる。
　また，本研究では，NpLRX のさらなる解析を行い，この遺伝子が細胞壁タンパク質であり，細胞膜上
の因子を介して細胞骨格の制御することにより細胞接着の正常化に寄与し，その結果，正常な細胞形態の形
成に重要な役割を持つことを示した。これらの研究結果は，植物の形態形成および細胞接着における細胞壁
の役割の解明に結びつく研究として，その価値は非常に高い。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
